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研究成果の概要（和文）：細菌べん毛モーターは回転する分子機械である．大腸菌べん毛モーターの最大トルク
は1300-4500 pNnmと報告によって開きがあった．そこで本研究では，光トラップによってトルクを直接的に求め
た．べん毛繊維を介してカバーガラスに付着して回転する大腸菌の細胞本体を，1umのビーズで停止させた．モ
ーターが発生するトルクは4500 pNnmであったが，光トラップが細胞本体にも影響をしていた．そこで，光トラ
ップの細胞への影響を取り除くことで，モーターが約1800 pNnmのトルクを発生することがわかった．
研究成果の概要（英文）：The bacterial flagellar motor is a rotary nano-machine. The maximum torque 
of Escherichia coli motor was measured in the range from ~1300 to ~4500 pNnm, depending on the 
reports. In this research, we directly measured the generated torque by an optical trap. Rotation of
 an E. coli cell tethered to coverslip via filament was stopped by a trapped 1 um bead. By measuring
 the displacement of the bead, we determined that the motor generates ~4500 pNnm. However, we also 
found that the optical trap effects on not only a bead but also a cell body itself. Then, by 
removing the side-effect of an optical trap, the generated toque of the motor was determined to be ~
1800 pNnm.
研究分野：生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）大腸菌べん毛モーターの最小機能単位 
大腸菌べん毛モーターは，菌体の表層から
突き出ているらせん状のべん毛フィラメン
トを回転させる直径約 50 nmの分子機械であ
る．モーターは約 10 個の固定子ユニット
（MotA/B 複合体）と回転子リングから構成
される．一方，固定子をコードする遺伝子を
欠損した大腸菌において，固定子ユニットを
人為的に強制発現させると，固定子のモータ
ーへの組み込みに従って段階的にトルクを
発生することから，回転子リングに 1個の固
定子ユニットが配置している状態が最小機
能単位といえる． 
（２）べん毛モータートルク特性評価法 
 べん毛モーターの回転トルクの計測方法
は，粘性抵抗係数を計算して求める方法と力
計測によって直接的に求める方法がある．2
つのトルク特性評価法を同じ大腸菌のべん
毛モーターに適用されたのにもかかわらず，
興味深いことに，得られた最大トルクの大き
さに約 3倍の乖離があった．モーター回転メ
カニズムを考える上で重要なパラメータが
実験ごとにバラツキがあることは課題であ
った． 
（３）最小機能単位が生み出す低負荷時の回
転 
 モーター回転速度の計測は，比較的高負荷
条件下でのみ実験がおこなわれてきた．一方，
低負荷条件下の計測は数例報告されている
ものの，回転速度が固定子ユニット数に依存
するという報告と依存しないという報告が
ある． 
  
２．研究の目的 
 本研究では，大腸菌べん毛モーターの最小
機能単位が生み出す回転・トルクや角度依存
性について研究することを目標としている．
まず，背景（２）で述べた基礎パラメータの
一つである最大トルクの大きさの乖離につ
いて解決することを目指した．そこで，光ピ
ンセット技術の顕微鏡への導入，光ピンセッ
ト法を用いた直接的にトルクを計測する方
法の確立をおこなった．さらに低負荷時の回
転計測を実現する計測法を確立するために，
金コロイドの動きを検出する系の確立をお
こなった． 
 
３．研究の方法 
（１）ビーズアッセイ 
モーター回転の計測には主にビーズアッ
セイが用いられる．また，最小機能単位が生
み出す回転およびトルクの計測にも実績が
ある．直径 1マイクロメートル程度のラテッ
クスビーズをべん毛フィラメントに付着さ
せ，その回転を高速カメラや光検出器によっ
て計測する．ビーズの径と計測によって求め
た回転半径から，粘性抵抗係数を算出するこ
とができる．この係数と角速度の積が回転ト
ルクとして求めることができる． 
（２）光ピンセット法 
 近赤外光を顕微鏡対物レンズに導入し，そ
の集光点に微小な物体（細胞，ラテックスビ
ーズ等）を捕捉することができる．また，集
光点から物体が移動すると，物体を集光点へ
と戻そうとする復元力が働き，分子レベルの
力計測に有効である．光ピンセット法による
トルク計測では，べん毛フィラメントを顕微
鏡の試料チャンバーのカバーガラスに付着
させて細胞本体が回転するテザードセルを
作成し，直径 1マイクロメートル程度のラテ
ックスビーズを捕捉してテザードセルを停
止させる．光ピンセットの中心位置からビー
ズが動くことでビーズにかかる力を求める
ことができる．ビーズが細胞と接触する位置
とテザードセルの回転中心の距離と計測し
た力の積がトルクとなる． 
 
４．研究成果 
（１）光ピンセットによる計測法の確立 
 1064 nmのレーザーを顕微鏡に導入し，光
ピンセットの光学系を構築した．捕捉したラ
テックスビーズの動きを高速度カメラによ
って解析することで光ピンセットのばね定
数を求めて力計測の準備が整った． 
（２）最大トルク解析法の確立 
 まず，背景（２）で述べた過去の結果の乖
離が細胞株の違いによる可能性を排除する
ために，１つの菌株に絞って研究をおこなっ
た．固定子を欠損した ΔmotABの菌株に，プ
ラスミドから motAB を発現する菌株を使用
した．この株のモーターの動きをビーズアッ
セイで観察したところ，固定子ユニットを順
次組み込む様子が確認でき，約 10 個のユニ
ットが組み込まれる過程を観察できた（図
１）．また，粘性抵抗を計算して最大にユニ
ットが組み込まれた最大トルクを求めたと
ころ，約 1400 pNnm程度を得ることができた．
この値は，過去の結果と 10%程度の差で一致
している． 
図 1．固定子ユニット組み込み過程 
 
つぎに（１）で構築した光ピンセットによっ
て直径 1マイクロメートルのビーズを捕捉し
て最大トルクを計測したところ，過去の報告
と同様に 4500 pNnmであった（図２）．ただ
し，光ピンセットが細胞へ与える影響を補正
する方法を検討・適用した結果，1800 pNnm
となった．この値は，ビーズアッセイからえ
た結果と 20%程度で一致している．負荷が高
いほどモーターに組み込まれるユニット数
が増えるとの報告があり，より負荷が高い光
ピンセットで計測した値が大きなトルクを
発生するのは矛盾しない．つまり，背景（２）
で述べたデータの乖離は，細胞本体が計測に
与える影響の補正の有無であったと結論づ
けた． 
 
図 2．光ピンセットによる最大トルク計測 
(a)実験の模式図，(b)実験計測例．各フレーム
は 40 ms間隔．stallの位置でビーズと細胞が
接触し，ビーズを数 10 nm押す．元の位置の
差分からビーズにかかる力を算出できる． 
 
（３）低負荷時の回転計測法の確立 
 背景（３）で述べたように，低負荷時の回
転計測は，報告例が少ないとともに，その研
究結果にもバラツキがある．そこで，金コロ
イドの散乱を検出する顕微鏡の構築をおこ
なった．この系では，100 nmの金コロイドを
1 msの時間分解能で 0.5 nmの精度で検出で
きた．なお，時間分解能は高速度カメラの性
能によって制限されているため，カメラの交
換によって性能を向上させることが可能で
ある． 
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